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論文内容要旨
目的
 網膜を構成する細胞には神経細胞,ダリア細胞,血管系の細胞の3種類の細胞群があり,神経
 細胞には,網膜視細胞(光受容細胞),双極細胞,水平細胞,アマクリン細胞,神経節細胞の5
 種類がある。その中で視細胞は光受容のために特殊に分化した感覚細胞であり,特に成人の失明
 率で第3位となっている網膜色素変性症では視細胞が特異的に変性,消失することが知られてい
 る。視細胞の変性のメカニズムを研究するのに,視細胞の培養細胞があれば有用であるが,現在
 まで安定した視細胞celllineは確立されていない。一般に網膜の組織培養を行うと,一定期間
 増殖してから生体内での本来の分化機能を失い,変性を起こす場合が多い。そこで不死化細胞を
 得るために作製されたトランスジェニックマウス(温度感受性SV401argeT抗原遺伝子導入マ
 ウス)を使用した。SV401argeT抗原による不死化細胞は,その細胞特有の機能を保持すると
 いわれている。また,SV401argeT抗原の温度感受性変異遺伝子によって不死化された細胞は
 温度によって,その増殖,及び分化が調節される。今回,筆者は温度感受性SV401argeT抗原
 遺伝子導入マウス眼球から視細胞由来の細胞株の獲得を目指した。
 方法および結果
 1)温度感受性SV401argeT抗原遺伝子導入マウス網膜細胞(SV40網膜細胞)の培養
 生後2ケ月のトランスジェニックマウスより眼球を摘出し,網膜細胞のみを分離,培養した。
 SV40網膜細胞は累倍加時間は46時間であり,33℃で継代培養され,その形態のみでは視細胞を
 選択することは不可能であった。そこでSV40網膜細胞の中で視細胞由来の細胞の有無を確認す
 るために,光情報伝達物資に関与する蛋白質の中でオプシンを選択し,抗体による免疫染色を施
 行したところ16%がオプシン陽性であった。オプシン陽性細胞は長い突起を持つ,比較的胞体
 の小さな細胞に認められ,外節構造は有しないが,細胞体から伸びた突起はシート状の平坦な細
 胞へ伸びていた。
 2)温度感受性SV401argeT抗原遺伝子導入マウス網膜視細胞(tsSV40TP細胞)の獲得
 SV40網膜細胞中にオプシン陽性細胞の存在を確認した後,抗オプシン抗体を付着させた細胞
 分離培養フラスコ(表面活性型)を使用しオプシン陽性細胞を濃縮させ,限界希釈法を施行し数
 種のクローンを得た。クローニングされた細胞の中から選択した温度感受性SV401argeT抗原
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 遺伝子導入マウス視細胞(tsSV40TP細胞と命名)は,混合培地(牛胎児血清,網膜色素上皮細
 胞および網膜細胞の培養上清を含む)で33℃で培養維持可能であった。37℃に温度設定を変え
 るとほとんどの細胞が浮上し,増殖は停止した。さらにtsSV40TP細胞は,33℃で抗オプシン抗
 体による免疫反応を認め,抗GFAP抗体による免疫反応は認めなかった。電子顕微鏡下で観察
 すると,核は偏って位置しており,ミトコンドリアの集積も核の片側に局在している。ミトコン
 ドリアの集積は,ellipsoidと言われ視細胞に固有の構造である。外節の形成は認められなかっ
 た。さらにオプシンmRNAの発現をRT-PCR法で検出した結果,目的とする410塩基対のバン
 ドを確認した。PCR産物の塩基配列は第2エクソンから第4エクソンにかけて,全領域で
 mouseopsingeneと一致した。またさらにPCR法にて光情報伝達物質に関与する二つの蛋白
 質(ホスホジエストラーゼ,トランスデューシン)にもそれぞれ305塩基対および294塩基対の
 バンドを認めた。
考察
 今回獲得されたtsSV40TP細胞は,現在まで60代までの継代培養が可能な状態である。今後
 さらに光情報伝達機能に関与する分子を発現しているか検討を要するが,特にオプシンの発現を
 見る実験には有用であると思われる。今回のtsSV40TP細胞は十分に分化した細胞から分離され
 ており,将来的にはさらに細胞死及び不死化において機能する遺伝子群の研究にも利用できる可
 能性がある。神経細胞死防御という観点から新しい治療法が待ち望まれており,神経栄養因子投
 与やアポトーシス制御が網膜色素変性症などの難治性疾患に解決の糸口を与える可能性が示唆さ
 れる。
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 審査結果の要旨
 網膜の研究は生体内で行う場合とそれぞれの合成の要素を培養し,invitroで行う場合とがあ
 る。特に網膜研究で重要なものは視機能に直接関係する視細胞の研究である。過去において視細
 胞の培養は短期間行われてはいるが,celllineとして確立されたものはなく,それが研究の妨げ
 にもなっていた。本研究は不死化視細胞を得る目的で温度感受性SV401argeT抗原遺伝子を導
 入したトランスジェニックマウスを用い,不死化視細胞のcellline確立を目的としたものであ
 る。
 生後2ヵ月のトランスジェニックマウスより眼球を摘出し,網膜細胞を分離培養した。細胞は
 33。Cで継代培養され,視細胞特有な光情報伝達物質であるオプシンに対する抗体によって免疫染
 色したところ,その16%が陽性であった。さらに視細胞のみを分離する目的で抗オプシン抗体
 を付着させた細胞分離培養フラスコを使用し,オプシン陽性細胞を濃縮し,限界希釈法によって
 クローニングを行った。こうして得られた細胞は33。Cで培養維持可能であったが,37℃で培養
 すると細胞は浮上し,増殖を停止する性質をもっていた。さらに,抗オプシン抗体の免疫染色で
 陽性になり,抗GFAP抗体で陰性であった。電子顕微鏡によってその形態を観察したところ,
 ミトコンドリアの集積も認められ,視細胞に特有の構造を示した。外節様構造は認められなかっ
 たが,オプシンメッセンジャーRNAの発現を認め,さらにその塩基配列を検討し,mouse
 opslngeneと一致することを示した。
 これらの研究は過去に網膜視細胞の培養celllineの確立が不可能であった研究領域において,
 その可能性を示したもので,非常に意義がある。また,温度感受性SV401argeT抗原遺伝子を
 導入することによって様々な細胞を不死化することが可能であることを示した点から今後の研究
 の新しい展開の可能性を示し,博士論文として意義あるものと考える。
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